Vierasproteiinin (AmyQ) ylituotannon vaikutus erittyvien proteaasien aktivaatioon Bacillus subtilis bakteerissa by Muukkonen, Leila
of Helsrnl0
i Arbetets art LevelTyön
Pro gradu
universitet Unt




Työ on suoritettu Kansanterveyslaitoksen rokotekehitysosastolla, työn ohjaaja FT Pertti Koski






Grampositiivisen Bacilh.,s suvun bakteereita on jo pitkään hyödynnetty teollisuudess4 jossa
niitä on käytetty pääasiassa erittyvien entsyymien tuotantoisäntänä. Bacillukser käytön edut
liittyvät sen þkyyn erittää runsaasti proteiineja suorÍün kasvualustaan. Eritetyt proteiinit ovat
yleensä natiivissa muodossa.
Bacillus subtilis on tutkituin Bacillus suvun bakteeri. Tutkimus on pääasiassa kohdentunut te-
hokkaan vierasproteiinien eritysvektorin kehittämiseen sekä proteiinien erittymistä rajoittavien
tekijöiden selvittämiseen. Bacillulcsen erittyvien proteaasien toiminta on yksi päätekijöistä vie-
rasproteiinin alhaiseen saantoon. Vierasproteiinin tuottoa onkin kyetty lisäämään bakteerikan-
noilla, joissa proteaasien eritystä on vaimennettu kemiallisella/geneettisellä mutagenisaatiolla.
Toinen keskeisistä ongelmista kä¡ett?iessä Bacillusta tuotantoisäntänä on grampositiivisten
bakteerien proteiinien eritysmekanismin huono tunteminen.
Tässä työssä selvitettiin kuuden erityyppisen eksoproteaasien transkriptiotason sÍiätelyä Bacil-
lus subtiliksess¿ tilanteessa, jossa bakteerin erityskoneisto oli saturoitunut vierasproteiinin
(AmyQ) ylituotannosta johtuen. Kuudesta mutaatiokannasta tietty proteaasigeeni oli vaimen-
nettu integroimalla pMutin2-plasmidi Campbell-tyyppisesti kromosomiin. Mutaatiokannat oli
valmistettu niin, että proteaasigeenin transkriptioaktiivisuus voitiin mitata B-
galaktosidaasiaktiivisuuksina. Amylaasin ylituotannon eritysvektorina kaytettiin konstitutii-
vista pKTHlO-plasmidia, joka sisältää tehokkaan amyQ-geenin promoottorin ja signaalise-
kvenssiä koodaavan alueen jälkeen a-amylaasin rakennegeenin.
Amylaasin ylituotannon lisäksi tutkittavien proteaasigeenien mahdollista induktiota vahvistet-
tiin siirtämällä prsA3-geenin pistemutaatio ylituottajakantaan. PrsA-lipoproteiinin oletetaan
välittävän amylaasin erittymistä joko suoraan ektrasellulaarisen shaperonin kaltaisesti tai epä-
suoraÍ¡n, jolloin sen oletetaan vaikuttavan soluseinän rakenteeseen niin, että amylaasin eritty-
minen tehostuu. Mutaatio prsÁ-geenissä lisää solun stressitilaa.
Tutkituista kuudesta mutatoidusta eksoproteaasista yhdessä proteaasigeenissä, htrA2-geenissä,
havaittiin selvä transkription aktivaatio. Kun geeniaktivaatiota vielä vahvistettiin liittämällä
prsA3-geenin pistemutaatio ylituottajakantaan, havaittiin geeniaktivaatiossa lievä kasvu. Prote-
aasigeenien vaimentamisel la ei ol lut vaikutusta a-amylaasin tuotantoon.
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